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RESUMEN 
 
Maytenus macrocarpa (MM) (Ruiz & Pav.) Briq. es un árbol utilizado por 
poblaciones amazónicas de forma medicinal, para el control de la fertilidad. El 
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto abortivo potencial de diferentes dosis 
del extracto acuoso de  M. macrocarpa “chuchuwasi” (25, 50 y 100 mg/kg) sobre 
embriones preimplantacionales de ratón de la cepa albina Swiss Rockfeller. El 
extracto fue administrado a los ratones vía intraperitoneal entre el primer y cuarto 
día de gestación. Se evaluó la calidad y desarrollo de los embriones. Se realizó el 
test de Micronucleo (MN) a fin de conocer si el extracto de MM era genotoxico. 
Ninguno de los tratamientos mostro significancia en el número de embriones 
degradados o inviables y en la tasa de MN. Los resultados sugieren que el 
extracto acuoso de M. macrocarpa no tiene un efecto sobre el desarrollo normal 
de los embriones. 
Palabras clave: Maytenus macrocarpa, ratón, desarrollo embrionario, 
genotoxicidad, agentes abortivos 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
Maytenus macrocarpa (MM) (Ruiz & Pav.) Briq. is a tree, used as herbal medicine 
by Amazonian populations, for fertility control. The objective of this study was to 
evaluate the potential abortifacient effect of different doses of aqueous extract of 
M. macrocarpa " chuchuwasi " ( 25, 50 and 100 mg / kg ) on preimplantation 
embryos of albino mice strain Swiss Rockefeller. The aqueous extract was 
administrated intraperitoneal to mice between the first and fourth day of pregnancy. 
Embryo quality – development was evaluated. Micronucleous Test was performed 
to determine if  the extract was genotoxic. Any treatment showed a significant 
increase in number of degraded or non-viable embryos and micronucleous rate. 
These results suggest that M. macrocarpa aqueous extract has no effect on the 
normal development of embryos. 
 
Key words: Maytenus macrocarpa, mouse, embryo development, genotoxicity, 
abortifacient agents 
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I. INTRODUCCION 
1.1 SITUACION PROBLEMATICA 
Existe en nuestro medio un creciente interés por la medicina natural, como parte de 
la medicina tradicional, esto es debido a la realidad que la mayor parte de la 
población del Perú es rural y que la accesibilidad a la medicina occidental es mínima 
o nula; ante este escenario se hace necesaria la evaluación de las propiedades de 
las plantas usadas en la medicina tradicional y sus posibles efectos no deseados (1) 
 En investigaciones previas se han descrito efectos negativos de algunas plantas de 
uso medicinal: A) dermatitis alérgica severa y prolongada en Aloe vera “sábila”, (2) 
B) hipertrofia de hepatocitos con Bixa Orellana “achiote” (3,4) C) alteraciones en el 
desarrollo embrionario y muerte fetal en ratón y rata; Ruta graveolens “ruda” (1,5) y 
Coleus barbatus “boldo de la India” (6); y D) sobre el desarrollo de los órganos 
masculinos en ratones y decrecimiento de la movilidad y densidad espermática; Ruta 
graveolens “ruda” (7). 
Siendo el Perú un país megadiverso, posee una abundante variedad de plantas 
entre ornamentales, comestibles y medicinales; Brack (8) considera que solo en la 
Amazonía peruana existen unas 3 140 especies útiles, de las cuales 1 044 tienen 
uso medicinal, en cambio, el Instituto de Investigaciones de la Amazonía Peruana- 
IIAAP (9,10) catalogó 322 especies útiles, con el mismo fin. 
 La información que se tiene de la flora amazónica difícilmente alcanza el 5% de las 
60 o 90 mil especies que se estima existen en esta región. Los pueblos amazónicos 
han utilizado entre 2 000 y 3 000 especies de plantas con propiedades medicinales. 
En la región noroccidental de la Amazonía, Schultes (1990) ha estudiado 1 513 
especies entre medicinales y toxicas (11) 
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Entre las plantas amazónicas de amplio uso se encuentra Maytenus macrocarpa 
(Ruiz & Pav.) Briq. (Celastraceae) conocida con diversos nombres como: 
chuchuhuasi, chuchuhuasu (Colombia, Ecuador); chuchuhuaza, chuchuwasha 
(Perú); dependiendo de la parte seleccionada, M. macrocarpa tiene diferentes usos 
terapéuticos: La raíz se utiliza en el tratamiento de lumbago, la corteza se usa como 
antidisentérico, analgésico; como regulador menstrual y estomacal, antiinflamatorio, 
antitumoral, antihemorroidal, en el tratamiento de leishmaniasis, bronquitis y 
preventivo de la caries, inmunoestimulante y relajante muscular, además es 
comercializada como corteza para la fabricación de licores (9,11–14) (9,11–14). Los 
últimos años la exportación de M. macrocarpa  mantiene un nivel sostenido, 
teniendo una buena aceptación de diversos mercados del mundo, siendo  Chile su 
principal destino (Anexos: Cuadro N°1 y 2) 
 
En Perú, uno de los usos tradicionales de M. macrocarpa es como anticonceptivo (9) 
siendo esta propiedad objeto del presente estudio; pues no hay evidencia de si esta 
propiedad es producto de un efecto nivelador de hormonas o producto de un efecto 
genotóxico en el embrión. Por lo tanto es pertinente evaluar el posible daño a nivel 
embriológico que pueda ocasionar la administración de M. macrocarpa como 
anticonceptivo o abortivo. 
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1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA  
¿La propiedad anticonceptiva atribuida a M. macrocarpa se debe a una alteración en 
la implantación embrionaria o al efecto genotóxico en los embriones 
preimplantacionales en el ratón?   
1.3. OBJETIVOS 
1.3.1. General 
- Evaluar el efecto genotóxico y/o embriotóxico del extracto acuoso de Maytenus 
macrocarpa “Chuchuwasi” , sobre embriones preimplantacionales de ratón  
1.3.2. Específicos 
- Determinar la tasa de micronúcleos en células de la medula ósea de ratón 
expuesta al extracto acuoso de M. macrocarpa 
- Determinar la tasa de embriones  preimplantacionales afectados en su desarrollo y 
viabilidad, luego de la administración del extracto acuoso de M. macrocarpa. 
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II. MARCO TEORICO 
 
2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO 
Existen diversos estudios enfocados en determinar el efecto del uso de plantas 
medicinales de uso popular sobre el sistema reproductor y la etapa de gestación en 
ratones; se tienen los siguientes ejemplos: 
Almeida(6) realizó una evaluación sobre los efectos tóxicos de Coleus barbatus 
(boldo); centrándose en determinar si la planta interfería con la implantación del 
embrión o su desarrollo normal; trataron ratas wistar con diferentes dosis (220 
y 880 mg/kg) del extracto hidroalcohólico de C.barbatus, durante el periodo 
preimplantacional (0 a 5 días) y periodo organogénico (día 6 al 15). Sus resultados 
fueron que el tratamiento de 880 mg/kg causaba retraso en el desarrollo fetal y tenía 
un efecto anti-implantacional; observándose un retraso asociado a toxicidad materna 
en los fetos del grupo tratados con 880 mg/kg del extracto.  
 
Montanari (15) realizo una investigación con el extracto hidroalcohólico de hojas 
liofilizadas de  Maytenus Ilicifolia para verificar su potencial abortivo. Se evaluaron la 
actividad abortiva, la morfología de los órganos reproductivos, actividad estrogénica 
y actividad embriotóxica. Se usó un solo tratamiento (1000 mg/kg) en ratones de 2 a 
4 meses de edad. El tratamiento causó pérdida de embriones en etapa 
preimplantacional, mas no tuvo un efecto en la implantación u organogénesis. No se 
encontraron alteraciones morfológicas del sistema reproductor, ni efecto 
embriotóxico. Se observó un efecto uterotrópico debido a la actividad estrogénica del 
extracto, sugiriendo que podría intervenir con la receptividad uterina hacia el 
embrión.  
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Gupta (16) trabajó con  Albizzia lebbeck; administrando por vía oral durante 60 días 
a ratas machos el extracto metanólico de las vainas en concentraciones de 50, 100 y 
200 mg/kg. Realizó pruebas bioquímicas a muestras de sangre e histológicas a los 
órganos reproductivos. Como resultado observó un decrecimiento significativo en el 
peso del testículo, vesícula seminal, epidídimo y próstata ventral. La motilidad y 
densidad espermática fueron significativamente reducidas. Hubo una marcada 
reducción en el número de espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios y 
espermatidas. El conteo de células de Sertoli también sufrió un decrecimiento; las 
células de Leydig maduras y el área nuclear de las células de Leydig sufrieron un 
decrecimiento significativo. La proteína, glicógeno y colesterol contenido en el 
testículo, la fructosa contenida en la vesícula seminal y la proteína en el epidídimo 
fueron significativamente decrecidas. Se concluyó que el extracto metanólico de la 
vaina de A. lebbeck causa una detención en la espermatogénesis de ratas albinas 
macho. 
 
Cunha-Laura (17)realizó una investigación Maytenus ilicifolia donde se trataron ratas 
wistar con extracto hidroacetonico (dosis de 15.11 mg/kg por día) de M. ilicifolia en el 
periodo organogénico (T1) y el periodo gestacional (T2) . No se observó signos 
clínicos de toxicidad materna. Los fetos no presentaron malformaciones o 
anomalías, así como el número de implantaciones, reabsorciones, fetos vivos y 
muertos fueron similares a los del grupo control. Concluyo que el extracto 
hidroacetónico de M. ilicifolia no es toxico en ratas gestantes y aparentemente no 
interfiere en el progreso del desarrollo embrio-fetal.” 
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Gonzales (18) hace la evaluación del extracto acuoso liofilizado (EAL) de Ruta 
chalapensis  en embriones post implantacionales de ratón, usando dosis de 10 
mg/kg en hembras preñadas por vía intraperitoneal. Como resultado se observó que 
el EAL de ruda no afectó negativamente el peso de la madre pero sí del útero 
durante el tratamiento (p<0,05). En el grupo tratado la frecuencia de reabsorciones 
fetales fue mayor (p<0,05) y el peso fetal fue significativamente menor en 
comparación con el control (p<0,01). Además en el grupo tratado se evidenció la 
presencia de malformaciones esqueléticas. En conclusión, el EAL de R. chalepensis 
mostró efectos embriotóxicos en ratones expuestos durante el período 
postimplantacional. 
 
Acosta (19) evaluó el extracto acuoso de M. macrocarpa en ratones machos durante 
7 días, para determinar su efecto sobre los parámetros reproductivos, el grupo 
tratado recibió el extracto en una concentración de 1000 mg/kg mediante sonda 
esofágica. Encontró diferencias significativas en el peso del epidídimo, peso del 
conducto deferente; así mismo la concentración, movilidad y morfología espermática 
se vieron afectadas luego del tratamiento. Concluyo que el extracto de M. 
macrocarpa presenta un efecto negativo en el sistema reproductivo masculino de 
ratones. 
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2.2. BASE TEORICA 
A. MAYTENUS MACROCARPA (R. & P.) BRIQ.  
A.1. GENERALIDADES 
Conocido también como “chuchuwasha” o “chuchuhuasi”, esta planta de la familia 
celastracea es nativa de la amazonia y muy conocido por los pueblos nativos desde 
hace miles de años, gracias a sus numerosas virtudes curativas, algunas de la 
cuales han sido validadas por estudios científicos(8,9,14,20).  
Es un árbol mediano de 4 a 18 m de altura, ocasionalmente su dosel crece hasta los 
30 m de altura. Tallo cilíndrico ligeramente aplanado por sectores, sin aletas o poco 
desarrolladas. Su corteza es extremadamente dura, pesada y de color rojizo, 
internamente presenta un color rojo ladrillo y sabor amargo. Sus hojas son oblongo-
lanceoladas o elípticas, presentando alternancia; de 11 a 15 cm de largo por 4-5 cm 
de ancho, haz lustroso y coráceo. Sus flores son pequeñas y tienen 5 pétalos 
amarillo verdosos. Frutos anaranjados-rojizos. Semillas marrones con arilo blanco. 
Crece en suelos arenosos, con buen contenido de materia orgánica, con 
precipitaciones anuales entre 1000 a 3400 mm(9–11,21,22).  
El chuchuhuasi crece en la selva tropical de Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador y 
Perú(23). En el peru se distribuye en los departamentos de Loreto (Tam- shiyacu 
Panguana 1º y 2º zona e Indiana, río Amazonas, Tahuayo, río Tahuayo, Ushpacaño, 
río Itaya; Momón y Padre Cocha, río Nanay. Llachapa, río Napo, Carretera Iquitos-
Nauta km 15.5 y 45; Corazón de Jesús, río Mazán) Huánuco. Amazonas. Madre de 
Dios, San Martín, Pasco y Ucayali (Conta- mana) (10). 
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A.2. DESCRIPCIÓN BOTÁNICA (APG III 2009) 
Reino: Plantae 
  División: Magnoliophyta 
    Clase: Magnoliopsida 
      Subclase: Fabidae 
        Orden: Celastrales 
          Familia: Celastraceae 
             Género: Maytenus  
Muchos nombres botánicos han sido dados a esta especie de árbol. Es referido 
como Maytenus multiflora, M. terapotensis, M. macrocarpa, Celastrus macrocarpus, 
Haenkea macrocarpa y H. multiflora; todos estos nombres botánicos se refieren al 
mismo árbol(24). 
A.3. Composición Química 
En el género Maytenus se han descrito  diversos compuestos activos como los 
flavonoides (25) que poseen actividad de protección de la mucosa gástrica en 
ulceras (26,27) triterpenoquinonas y dímeros triterpenicos con actividad 
antimicrobiana (28,29), nortriterpeno metilenquinonas con funciones antimicrobianas 
(30) y maitansinoides que ejercen actividad insecticida (31). 
En estudios previos se ha reportado el aislamiento de triterpenos dammarane y 
triterpenos friedelane a partir de la corteza del tallo (32–34), poliésteres 
sesquiterpénicos de las hojas (35) y nortriterpenos macrocarpines A-D de sus raíces 
(36) 
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B. TEST DE MICRONUCLEOS (MN) 
Los micronúcleos se pueden definir como estructuras cromatínicas presentes en el 
citoplasma, sin ninguna conexión con el núcleo. Se originan a partir de fragmentos 
cromosómicos o cromosomas enteros que durante el proceso de división celular 
quedan retrasados en la fase de segregación cromosómica (anafase), es así que no 
terminan siendo incorporados al núcleo de la célula hija. Estos cromosomas o 
fragmentos cromosómicos son visibles en el citoplasma bajo la apariencia de un 
pequeño núcleo, de ahí su denominación “micronucleo” (37,38). 
El ensayo de micro núcleos es uno de los test de genotoxicidad empleados de 
manera más frecuente, en el cual se evalúa la presencia de pequeñas masas de 
cromatina en el citoplasma de células nucleadas. En el año de 1999, el ensayo de 
MN en medula ósea de ratón se validó a nivel mundial, considerándose como buen 
biomarcador de daño de DNA, creándose un programa internacional sobre ensayo 
cometa de micro núcleos en células humanas el HUMN: Human Micro Nucleus 
Project (39) en el cual intervienen más de 30 laboratorios a nivel mundial, para 
colectar datos de las frecuencias de MN en diferentes poblaciones humanas y tipos 
celulares, unificar protocolos,  criterios de conteo, factores que alteran la frecuencia, 
e intentar establecer la asociación entre la frecuencia de MN y enfermedades tales 
como el cáncer (38,40–42). 
Se consideró el Test de micronúcleos como apoyo en el presente estudio para 
evaluar si los principios activos del M. macrocarpa, tienen algún efecto genotoxico 
en la madre, y, esto podría explicar su posible efecto embriotóxico. 
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C. EVALUACIÓN EMBRIONARIA 
Una de las pruebas de viabilidad muy usada en fertilización in vitro es el estudio de 
la gradación y calidad embrionaria, la cual contempla 3 grados con categorías 
numeradas que van de una calidad alta a la más baja (grado I- III) y una categoría 
para la degeneración (43,44); el sistema de gradación de embriones indica si los 
embriones tiene el potencial para continuar su desarrollo. Este sistema toma en 
cuenta el correcto clivaje de los blastómeros (los cuales deben ser de igual tamaño y 
no extraídos de la masa embrionaria compacta), además de la ausencia y presencia 
de fragmentaciones citoplasmáticas(18). 
Los diferentes estados y gradaciones se realizaron siguiendo  la metodología 
propuesta  por Baczkowski (44). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
3.1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Se trabajó con 32 ratones Mus musculus  de la cepa albina Swiss Rockfeller , 
obtenidos del bioterio de la Universidad Cayetano Heredia y mantenidos en el 
Bioterio de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional Mayor de 
San Marcos, de 6 a 8 semanas de edad. Los cuales fueron mantenidos en 
condiciones estándar de bioterio: temperatura (22ºC), humedad y fotoperiodo (14 
horas de luz y 10 horas de oscuridad) con alimento balanceado para animales 
(Alitech) y agua ad libitum.  
3.1.2 PLANTA A EVALUAR 
La corteza en polvo de Maytenus macrocarpa (R.&P.)Briq. fue adquirida a la 
empresa PROMO AGRO EXPORT S.A.C. Previamente se solicitó la certificación de 
la especie; la empresa hizo entrega de la constancia emitida por la Bióloga 
acreditada Graciela Vilcapoma Segovia de Andia N° CBP 811, quien hace la 
identificación  taxonómica de las cortezas enteras antes del proceso de molienda. 
(Fig. 1 – Anexos) 
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3.2 MÉTODOS  
3.2.1 PREPARACIÓN DEL EXTRACTO ACUOSO 
La corteza en polvo de M. macrocarpa se hirvió en agua destilada  por 30 minutos 
en una concentración de 10g por litro. Luego la infusión se dejó enfriar toda la 
noche. Al día siguiente el sobrenadante  fue filtrado dos veces usando papel filtro 
estéril Whatman (40µ y 20µ respectivamente). Finalmente se hicieron las diluciones 
hasta llegar a las concentraciones deseadas de cada grupo T1: 25mg/kg, T2: 
50mg/kg y T3: 100mg/kg. Luego se guardaron en frascos ámbar a una temperatura 
de -20ºC hasta su uso. 
3.2.2 TRATAMIENTO 
Se formaron cuatro grupos de 8 individuos (N=8), los cuales contenían a los 3 
grupos de tratamiento y el grupo control. Todas las hembras (vírgenes) con una 
edad de entre 6 a 8 semanas, las cuales fueron cruzadas con machos fértiles de 8 a 
12 semanas, comprobándose la cópula por la presencia de tapón vaginal en las 
primeras horas de la mañana siguiente. 
Las hembras fecundadas (día uno) formaron tres (3) grupos de tratamiento TI, TII y 
TIII (cada uno con N= 8) a los cuales se les suministro intra peritonealmente (ip) por 
un lapso de 4 días; 100, 50 y 25 mg/kg de peso corporal respectivamente el extracto 
acuoso de chuchuwasi, un cuarto grupo C (grupo control con N=8) se le inyectó solo 
agua destilada; al concluir el plazo, fueron sacrificadas mediante dislocación 
cervical1.  
                                                          
1 La dislocación cervical es un método aceptado para roedores pequeños de menos de 150 gr.  según 
recomendación del DGXI de la Comisión Europea, para ser utilizado con la Directiva 86/609/EEC del 24 de 
Noviembre de 1986, relativa a la aproximación de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de 
los Estados Miembros respecto a la protección de los animales utilizados para experimentación y otros fines 
científicos (Nº L358, ISSN 0378-6978) . 
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3.2.3 TEST DE MICRONÚCLEOS 
La preparación de las láminas se realizó siguiendo las pautas de Schmid (45), 
modificadas en el Laboratorio de Reproducción y Biología del desarrollo de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Las células de medula ósea del fémur 
se aislaron en buffer fosfato salino suplementado con BSA al 5%, qué 
posteriormente se centrifugo a 1500rpm. Se descartó el sobrenadante y luego fueron 
suspendidas en buffer fosfato salino. Para luego realizar el frotis en las láminas y 
posteriormente fijadas en metanol absoluto por 10 min. 
Se tiñeron las láminas en Giemsa al 2% por 15  min. Y se dejó secar al ambiente. El 
análisis se realizó con ayuda de un microscopio óptico a un aumento de 1000X. Se 
contabilizaron 2000 células por ratón, las cuales fueron analizadas para determinar 
el número de eritrocitos policromáticos (EPC) y normocromáticos(ENC), al igual que 
la presencia de micronúcleos en eritrocitos policromáticos (MCNEPC), registrándose 
la relación ENC/EPC, indicadora de citotoxicidad medular (ANEXOS-Fotografía 
N°2B); los micronúcleos son redondos y su diámetro es aproximadamente 1/20 a 1/5 
de un eritrocito.  
3.2.5 EVALUACIÓN EMBRIONARIA 
A las hembras sacrificadas se les extirparon los oviductos y los cuernos uterinos; 
luego los embriones fueron obtenidos por perfusión, mediante lavados sucesivos con 
Buffer Fosfato Salino (PBS; SIGMA) pH 7,4 (Véase cuadro N°4-anexos). Los 
embriones se examinaron en un microscopio de contraste de fase y se determinó el 
grado de viabilidad realizando una evaluación morfológica considerando lo siguiente 
(43): Grado 1: el embrión es redondo y no tiene blastómeros libres; Grado 2: El 
embrión tiene blastómeros libres; Grado 3: el embrión tiene blastómeros libres y 
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malformaciones severas; Degenerados: el embrión pierde su forma esférica, además 
presenta membrana(s) celular(es) rotas. (Fig. N°1) 
Figura N°1: Gradación de embriones preimplantacionales de 96 hpc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gradación de embriones de Dorn y Kramer (43), modificada por Benavides (46) 
en el Laboratorio de Reproducción y Biología del Desarrollo de la Facultad de 
Ciencias Biológicas de la UNMSM. 
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Cuadro N°1: Flujograma de Procedimientos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sacrificio del animal por 
dislocación cervical 
Extracción de cuernos 
uterinos 
Extracción de hueso fémur 
Separación de ovarios y 
oviductos de los cuernos 
uterinos 
Perfusión y lavado de 
cuernos uterino y 
oviductos para obtención 
de embriones 
Recuperar embriones en 
lámina excavada 
Lectura, evaluación y 
clasificación de embriones 
en microscopio óptico 
Perfusión y lavado de la 
medula ósea del fémur 
para obtención de 
eritrocitos en tubos de 
ensayo 
Centrifugado y re 
suspensión de eritrocitos 
Preparación de láminas, 
hacer frotis con gotas de la 
suspensión 
Coloración de láminas con 
giemsa 
Lectura de micro núcleos a 
microscópio óptico 
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3.3 PROCEDIMIENTO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE LA INFORMACIÓN 
Luego de la recolección de datos, estos fueron procesados mediante el programa 
SPSS v21 para Windows. Los datos cumplieron las premisas de normalidad y 
homogeneidad (Prueba de Levene). Se realizó el test de Ji cuadrado y/o el test 
exacto de Fisher para la evaluación embrionaria y el Análisis de Varianza (ANOVA) 
para el Test de Micro núcleos. Se consideró estadísticamente significativo un valor 
p<0.05. 
3.4 CONSIDERACIONES ÉTICAS  
Para la realización del estudio se presentó el proyecto al Comité de Ética de la 
Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos; el 
que dio su conformidad el 22 de mayo de 2014. (Fig. 2 – Anexos)2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                          
2 Todos los procedimientos con animales de experimentación se basaron en las normas Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals del National Research Council  de los Estados Unidos de Norteamérica (47). 
 
17 
 
IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Luego de haberse obtenido los datos de las evaluaciones, estos fueron procesados 
y presentados en gráficos y/o tablas para su análisis e interpretación, considerando 
el marco teórico, así tenemos que: 
 
4.1 RESULTADOS 
A. TEST DE MICRONUCLEOS 
En la tabla N°1 se muestran los resultados obtenidos para la frecuencia de 
micronúcleos. Se obtuvieron las siguientes medias en el conteo de micronúcleos 
para los tratamientos: T1= 6.00 ± 0.423, T2= 7.13 ± 0.479, T3= 6.25 ± 0.559 y para 
el grupo control C= 4.75 ± 0.366.  
TablaN°1: Frecuencias de MN.  
Grupo Dosis MN 
EPCMN/2000EPC 
Media ± EE 
C agua destilada 5/4/5/5/3/3/5/4 4.75 ± 0.366 
T1 chuchuhuasi 25mg/kg 6/5/5/5/5/7/7/8 6.00 ± 0.423 
T2 chuchuhuasi 50mg/kg 9/6/6/9/6/8/6/7 7.13 ± 0.479 
T3 chuchuhuasi 100mg/kg 8/9/4/6/6/5/6/6 6.25 ± 0.559 
T1= 25mg/kg; T2= 50mg/kg; T3= 100mg/kg;  C= agua destilada;  Número de individuos 
evaluados = 8 
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En el grafico N°1 se muestra las medias de MN de cada tratamiento en los ratones 
hembra tratados. Se observa que todos los tratamientos muestran medias 
superiores al grupo control C, siendo el tratamiento T2 (50mg/kg) el que presenta 
una mayor media con respecto al grupo control C (agua destilada); en cuanto los 
tratamiento T1 (25mg/kg) y T3 (100mg/kg) muestran tener medias parecidas y 
mayores que el grupo control C. 
      Grafico N°1: Comparación entre la frecuencia de micronúcleos (MN)  
 
 
 
 
La tabla N°2 muestra los resultados del índice de citotoxicidad, todos los valores 
mostrados no muestran significancia  entre los tratamientos y el grupo control 
Tabla 2: Media de los Índices de Citotoxicidad 
 T1 T2 T3 C 
 
N 8 8 8 8 
     
Media 3,1783 2,9283 3,3083 3,9883 
Error típico de la media ,07722 ,06096 ,24668 ,22222 
Desviación típica ,18915 ,14932 ,60423 ,54433 
 
 
 
 
6
7,13
6,25
4,75
0
1
2
3
4
5
6
7
8
T1 T2 T3 C
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En la Tabla N°3 se muestran los resultados obtenidos de la prueba de análisis de 
varianza (ANOVA), con un nivel  de significancia (Sig.) p<0.05. Se observa que los 
sig. de todos los tratamientos (T1; T2; T3) enfrentados con el grupo control (C) son 
mayores al 0.05, por lo que se concluye que las medias de las frecuencias de 
micronúcleos encontrados en cada tratamiento no varían de forma significativa con 
respecto al grupo control.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T1xC = comparación tratamiento 1 vs control, T1xC= tratamiento 2 vs control, T3xC=tratamiento 3 vs control, gl= grados 
de libertad, F= F de Fisher- Snedecor, Sig.= nivel de significancia 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla de ANOVA 
 Suma de 
cuadrados 
gl Media 
cuadrática 
F Sig. 
T1 x C 
Inter-grupos (Combinadas) ,750 2 ,375 ,203 ,823 
Intra-grupos 9,250 5 1,850   
Total 10,000 7    
T2 x C 
Inter-grupos (Combinadas) 1,375 2 ,688 ,299 ,754 
Intra-grupos 11,500 5 2,300   
Total 12,875 7    
T3 x C 
Inter-grupos (Combinadas) 4,500 2 2,250 ,865 ,476 
Intra-grupos 13,000 5 2,600   
Total 17,500 7    
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B. EVALUACION EMBRIONARIA 
B.1 Evaluación morfológica de embriones 
Los embriones obtenidos de cada individuo (N=8 para cada grupo evaluado), fueron 
clasificados y evaluados según la gradación de Dorn y Kramer (43) modificado en el 
Laboratorio de Reproduccion y Biologia del Desarrollo de la Facultad de Ciencias 
Bioogicas de la UNMSM por Benavides(46) , expresados en porcentaje en la tabla 
N°3. En el grupo tratados con 25 mg/kg (T1) obtuvimos un total de 68 embriones, 
para el tratamiento de 50mg/kg (T2) un total de 67 embriones, para el tratamiento de 
100mg/kg (T3) un total de 71 embriones y para el grupo control (C) se obtuvieron 79 
embriones .  
 
Tabla N°4: Porcentaje de embriones encontrados en cada gradación  
 G1 G2 G3 G4 Total 
embriones 
Control 46.84(37) 32.91(26) 15.19(12) 5.06(4) 79 
T1 66.17(45) 19.12(13) 11.76(8) 2.94(2) 68 
T2 32.81(22) 47.74(32) 14.9(10) 5.06(3) 67 
T3 58.92(39) 29.58(21) 11.27(8) 4.23(3) 71 
Dónde: T1= 25mg/kg, T2= 50mg/kg, T3= 100mg/kg, G1= grado1, G2= grado2, G3= grado3, G4= grado4. Los 
números  en paréntesis indican el número de embriones evaluados. 
 
 
En el grafico N°2 se muestran los resultados de la evaluación morfológica de 
embriones, se observa un aumento en el número de embriones de grado G1 
(66.17%) del tratamiento T1 (25mg/kg) y disminuyendo los de grado G2 (19.12%), 
con respecto al grupo control C (G1: 46.84% y G2: 32.91%); que terminan siendo 
significativos según el Test de Ji cuadrado (Tabla N°5). Para el tratamiento T2  
(50mg/kg) ocurre lo inverso siendo el único de los tratamientos que aumenta la 
gradación G2 de manera significativa (casi 15%). ( Fotografía N°2-anexos).  
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Dónde: T1= 25mg/kg, T2= 50mg/kg, T3= 100mg/kg, G1= grado1, G2= grado2, G3= grado3, G4= 
grado4. Los números  en paréntesis indican el número de embriones evaluados 
 
Los datos fueron analizados utilizando el Test de Ji cuadrado, de acuerdo  esto se 
encontraron diferencias significativas en las medias de G1 y G2 para los 
tratamientos T1 y T2 con respecto al grupo control. No se encuentran diferencias 
significativas en los grados de degradación G3 y G4 para ninguno de los 
tratamientos. Se considera significativo cuando P>0.05 (Sig 0.05= 3.84). 
Tabla N°5: Prueba de Ji cuadrado 
  G1 G2 G3 G4 sig 0.05 
CxT1 7.98 5.78 1.06 0.89 3.84 
CxT2 4.2 6.68 0.01 0 3.84 
CxT3 3.11 0.34 1.01 0.14 3.84 
Dónde: CxT1= control vs tratamiento 1, CxT2= control vs tramiento2, CxT3= control vs tratamiento 3; G1= 
grado 1, G2=grado 2, G3= grado 3, G4= grado 4 o degenerados; sig.= nivel de significancia 
 
Los grados G3 y G4 no presentan variaciones significativas en ninguno de los 
tratamientos utilizados en esta investigación.  
 
46,84
32,91
15,19
5,06
66,17
19,12
11,76
2,94
32,81
47,74
14,9
5,06
58,92
29,58
11,27
4,23
G1 G2 G3 G4
Grafico N°2 : Porcentaje de embriones encontrados en cada 
gradacion
Control T1 T2 T3
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B.2.  Número de embriones por estadio 
Se realizó el conteo de mórulas y blastocistos para verificar si el extracto acuoso de 
M. macrocarpa, tiene un efecto sobre el desarrollo normal del embrión. En la tabla 
N° 6 se muestran los porcentajes de mórulas y blastocistos encontrados; se observa 
un incremento en el número de mórulas en el Tratamiento T1 (25mg/kg), pero la 
disminución en el número de blastocistos no llega a ser significativa. 
Tabla N°6 Porcentaje de mórulas y blastocistos 
 
 
 
 
Dónde: C=control, T1=tratamiento1, T2=tratamiento2, T3=tratamiento3. Los números 
en paréntesis indican el número de embriones evaluados. 
 
En el grafico N°3 se muestra los porcentajes de mórulas y blastocistos por cada 
tratamiento en comparación con el grupo control. Se observa una diferencia en el 
porcentaje de mórulas entre el tratamiento T1 y el grupo control C. 
 
15,19
23,53
10,45
19,72
84,81
76,47
89,55
80,28
C T1 T2 T3
Grafico N°3: Porcentaje de Mórulas y blastocistos 
Morulas Blastocistos
  Mórulas Blastocistos Totales  
C 15.19% (12) 84.81%(67) 79 
T1 23.53%(16) 76.47%(52) 68 
T2 10.45%(7) 89.55%(60) 67 
T3 19.72%(14) 80.28%(57) 71 
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En la tabla N°7 se muestra los resultados del Test de Ji cuadrado, en el que se 
comprueba que todos los tratamientos no muestran diferencias significativas con el 
grupo control, excepto el tratamiento T1 para el número de mórulas. Se consideran 
significativas cuando P>0.05 (Sig 0.05= 3.84). 
 
Tabla N°7: Resultados de Test de Ji cuadrado para mórulas y blastocistos 
 
 
 
 
Dónde: CxT1= control vs tratamiento 1, CxT2= control vs tramiento2, CxT3= control vs tratamiento 3; G1= 
grado 1, G2=grado 2, G3= grado 3, G4= grado 4 o degenerados; sig.= nivel de significancia 
 
 
4.2 DISCUSIÓN  
4.2.1 Test de micronúcleos  
Este estudio demostró que el número de micronucleos aumenta ligeramente esta 
diferencia no llega a ser significativa entre las dosis utilizadas (25,50 y 100mg/kg 
p.c.) del extracto acuoso de M. macrocarpa y el grupo control (agua destilada).   
Estudios realizados con la ciclofosfamida (CF) demuestran una íntima relación entre 
el daño cromosómico causado en el hígado fetal (utilizando el ensayo de 
micronúcleos transplacentarios) y el efecto teratogénico causado por esta sustancia 
(48). Porter y Singh (49) plantean la hipótesis de que el efecto clastogénico podría 
tener una expresión en el daño estructural cuando se administra la sustancia durante 
la preñez. Estos estudios nos ayudan a relacionar un posible efecto embriotóxico a 
partir de un efecto genotóxico en la madre durante la gestación. Los resultados 
obtenidos en el presente estudio corroboran esta premisa, puesto que no hay una 
  Mórulas Blastocistos sig 0.05 
CxT1 4.58 0.82 3.84 
CxT2 1.48 0.26 3.84 
CxT3 1.35 0.24 3.84 
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diferencia significativa en la frecuencia de micronúcleos entre los grupos tratados 
versus el grupo control; por lo que al no haber genotixicidad en la madre esta no se 
manifiesta afectando a los embriones en su normal desarrollo y viabilidad, según los 
resultados obtenidos donde  se observa que no hay una diferencia significativa entre 
los embriones degenerados y normales, de los grupos tratados comparados con el 
grupo control. 
 Varias observaciones apoyan la existencia de una asociación entre la inducción de 
MN y el desarrollo de cáncer (37,41). Algunas investigaciones en el género 
maytenus reportan propiedades antimutagénicas frente a compuestos genotóxicos , 
así como una  acción antitumoral atribuida a su contenido de triterpenoides  (50,51). 
Varios receptores celulares están involucrados en la actividad anticancerígena de los 
triterpenoides, incluyendo un receptor aril hidrocarbon, el receptor andrógeno y 
proteínas de la familia del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)(52). 
Asimismo se han reportado propiedades anitumorales de la pristimierina celastrol 
metilester, un triterpeno aislado de Celastrus y Maytenus spp. ; que pude inhibir el 
complejo NF-kB, presente en celulas tumorales, además de inducir la apoptosis en 
células mielómicas(53). Estas propiedades antimutagénicas y anticancerígenas 
atribuidas a los triterpenoides del genero maytenus, pueden explicar que el extracto 
acuoso de M. macrocarpa no induzca la aparición de un mayor número de 
micronúcleos en la células de a medula ósea de ratón utilizados en el presente 
estudio.  
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4.2.2 Evaluación embrionaria 
Montanari (15) no encuentra una actividad embriotoxica de M. iicifolia, obteniendo un 
94% de los embriones con morfología normal; asi como una actividad estrogénica 
que podría causar la perdida de embriones preimplantacionale. Nuestro resultados 
con las diferente dosis de M. macrocarpa  nos da como resultado: T1= 85.29%, T2= 
80.55%, T3= 88.5%; C= 79.75% de embriones normales (se considera la suma de 
porcentajes de embriones de grado 1 y grado 2); no evidenciándose un efecto 
embriotoxico. Esto sugiere que ambas especies del genero maytenus comparten la 
propiedad de no ser embriotóxicas para los embriones de ratón; corroborando el 
estudio de Cunha-Laura (17), quien no encuentra evidencia de toxicidad, ni 
interferenca en el desarrollo embrio-fetal en ratas tratadas con M. ilicifolia. 
Se ha demostrado también que hay plantas estrogenicas con la capacidad de 
interrumpir la gestación temprana en ratas y ratones, a través de la inhibición de la 
oleada de estrógeno necesario para la implantación (54). En ratones y humanos los 
estrógenos juegan un rol importante porque participan en el balance 
estrógeno/progesterona y de este modo en la receceptividad uterina (55,56). 
 
Los resultados nos muestran que el extracto acuoso de M. macrocarpa, no presenta 
un efecto en el desarrollo normal de los embriones preimplantacionales, pues los 
porcentajes son los esperados de acuerdo al grupo control; existe una diferencia 
significativa en el número de morulas para el tratamiento T1, sin embargo en el 
mismo tratamiento la disminución del porcentaje de blastocistos no resulta ser 
significativa.  El que el desarrollo de los embriones no se vean afectados por el 
género maytenus también lo evidencia Cunha-Laura (17)para M. ilicifolia ;  Montanari 
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(15)   al trabajar con la misma planta en el 2002 encuentra que hay perdida de 
embriones en etapa de preimplantación, aunque no así evidencia un efecto en la 
implantación, agrega que se observa un efecto uterotropíco que puede ser el 
causante de ese resultado. 
 
CONCLUSIONES  Y RECOMENDACIONES 
 
5.1 CONCLUSIONES  
Por los resultados presentados en este trabajo, se concluye: 
- Mediante la evaluación morfológica de embriones, se determina que el 
extracto acuoso de Maytenus macrocarpa no produce un incremento en el 
número de embriones degradados y/o inviables, en los 3 tratamientos 
utilizados en el presente estudio. 
- Mediante la evaluación del porcentaje de embriones por estadio, se 
determina, que las concentraciones (T1= 25mg/kg, T2= 50mg/kg y T3= 
100mg/kg) utilizadas en el presente estudio  del extracto acuoso de  
Maytenus macrocarpa, no parecen afectar el desarrollo normal de los 
embriones en etapa preimplantacional. 
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5.2 RECOMENDACIONES 
- Es necesario realizar un estudio en etapa post implantacional, que permita 
comprobar la acción uterotropica de M. macrocarpa, esto en base la presencia de 
diterpenoides en su composición química, que han sido reportados como causantes 
de un efecto relajante en la motilidad de los oviductos en ratas (6) 
- Se recomienda realizar un estudio del extracto de la corteza de M. macrocarpa 
(sinónimo de M. krukovii) frente a diferentes agentes mutagenicos para determinar el 
grado de protección que puede ofrecer el extracto. 
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ANEXOS 
Figura 1: Constancia de Identificación Botánica 
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Figura 2: Actas de aprobación del Comité de Ética de la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la UNMSM 
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Cuadro N°1: Exportación de Maytenus macrocarpa 
 
Fuente: Ministerio del Ambiente – Programa Nacional de Promoción de Biocomercio 
 
Cuadro N°2: Exportación de M. macrocarpa según sus principales mercados 
en 2015 
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Cuadro N°3: Formación de micronúcleos 
 
Gráfico presentado por la Dr. Marcela López  Nigro en el XVI Congreso Argentino de Toxicología y I Congreso 
Internacional de Toxicología de la Infancia y la Adolescencia. Disponible en: 
http://www.ataonline.org.ar/stop/pdf/7b_mlopez.pdf 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fotografía N°1: Tapón vaginal (flecha) observado a la mañana siguiente post-copula. 
Tomado en el bioterio de la Facultad de Ciencias Biológicas-UNMSM 
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Fotografía N°1 Evaluación de Micronúcleos 3 A: Vista panorámica de células de la medula osea de raton 
B: eritrocito policromatico (EPC) en azul y eritrocito monocromático (EMC) en rosado. C y D: Eritrocitos 
policromaticos micronucleados (EPCMs) . 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                          
3 Micronúcleos observados en microscopio Motic BA210 en el Laboratorio de Reproducción y Biología del 
Desarrollo..  
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Fotografía N°2 Gradación de embriones4 A: Mórula compacta grado 1. B: Mórula compacta Grado 
4. C: Blastocisto temprano grado 1. D: Blastocisto temprano grado 3, E: Blastocisto intermedio 
grado1, F: Blastocisto Expandido grado 1 
 
 
 
 
 
 
                                                          
4 Embriones evaluados en la investigación, se presenta el estadio y grados detectados; observados en 
microscopio Motic BA210 en el Laboratorio de Reproducción y Biología del Desarrollo 
 
